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論文内容の要旨
【目的】
ウイルムス腫虜遺伝子 WT1 は小児腎腫虜より単離された Zn フィンガー型転写因子で，腎の発生に関与している。
近年この WT1 が白血病細胞で高発現していることが明らかとなり，白血病患者の WT1 転写産物を定量することに
より，完全寛解時の白血病患者体内に残存する光顕では検出不可能な微小残存腫虜 (MRD : Minimal Residual Disｭ
ease) を測定できるマーカーとして，治療効果判定や再発の早期診断などに臨床応用されてきている o 今回は，前白
血病状態である骨髄異形成症候群 (MDS : myelodysplastic syndrome) の各病型の WT1 発現レベルを定量するこ
とにより， MDS における WT1 の測定意義と MDS の病態について検討した。
【方法】
de novo MDS 患者57例 (RefractoryAnemia ; RA 35 例， RA with excess of blasts ; RAEB 14 例， RAEB in 
transformation ; RAEB-t 6 例， MDS with fibrosis 2 例)と MDS から白血病への移行患者 12例 (Overt Leuke 
mia; OL) の骨髄あるいは末梢血の WT1 発現レベルを定量的 RT-PCR 法にて測定した。白血病細胞株 K562の
WT1 発現レベルを1.0と定義し，その相対的レベルで示した。内部標準として βactin の発現レベルを用いた。
【成績】
① WT1 及び ß actin 検量線の作成
WT1 発現レベルを定量するため， K562の cDNA の希釈系列を PCR で増幅し，検量線を作成した。 WT1 発現レ
ベルは100 --10-5 と範囲が広いため， PCR のサイクル数を27， 30, 33, 36サイクルと変えることにより，検量線の直
線性を得た。一方 βactin の発現レベルは WT1 と違い 100 ""10- 2 と狭いため ， 19サイクルのみの PCR で検量線が作
成可能であった。臨床検体の WT1 発現レベルはこれらの検量線を用いて定量した WT1/βactin レベル比で表現
し fこ o
(2) MDS 病期別の WT1 発現レベル
MDS 各亜型別の骨髄及び末梢血における WT1 の発現レベルを検討したところ，骨髄および末梢血において， RA 
から RAEB， RAEB-t を経て overt leukemia に病期が進行するにつれて， WT 1 発現レベルは有意に増加した。
円〈
U
RA においては，健常人レベルを示す群と健常人より高値を示す群とに別れ， RAEB, RAEB - t においては，全例
健常人レベル以上の明らかな高値を示した。また RAEB， RAEB - t の聞には有意な差を認めなかった。以上より，
WTl の発現レベルは骨髄及び末梢血において， RA と比較し， RAEB, RAEB - t を経て， OL と病期の進行にとも
ない，上昇していくことが明らかとなった。
③ MDS 患者個人の経過における WTl レベルの推移
WTl の発現レベルが個々の患者の経過においても MDS の病期の進行を反映しているかを MDS 患者 8 例におい
て検討した。 RAEB-t， OL への病期の進行した MDS 患者 6 例において， WTl は急速に，あるいは緩徐に増加し，
RAEB で経過している 2 例においては WTl は変動を認めるものの横ばいの推移を示した。以上より， WT 1 の発現
レベルは MDS 患者個人の経過においても病期の進行を反映していることが明らかとなった。
④ MDS 患者の白血化の指標としての WTl
WTl の発現レベルにて MDS の白血化の予知が可能であるかどうかを検討するため， 6 カ月以内の白血病への移
行の有無により，骨髄及び末梢血 WTl の発現レベルを検討した。末梢血レベルでは， 6 カ月以内に白血化した
MDS 患者の WTl レベルの方が 6 カ月以内に白血化しなかった MDS患者より有意に高値を示した。このことから，
末梢血 WTl レベルが高値を示す MDS 患者は 6 カ月以内に白血化を来たす危険性が高く，末梢血 WTl レベルは
MDS 患者の白血化の予知に有用であることが示唆された。
⑤ MDS 患者の治療効果判定の MRD のマーカー
保存的化学療法あるいは同種造血幹細胞移植を施行された MDS から OL への移行症例 4 例で， WT 1 アッセイに
より MRD の検出を長期間にわたり試みた。結果は 4 例全例において，保存的化学療法あるいは同種造血幹細胞移植
が奏功し，骨髄の blast%の減少にともない，末梢血 WTl レベルは低下した。よって WTl 発現レベルは治療後の
MDS 患者の MRD 検出に有用なマーカーであることが示唆された。
【総括】
WTl 発現レベルは RA から RAEB， RAEB-t を経て OL と病期が進行するにつれ有意に上昇し， また早期に
OL に移行した MDS 症例で高値を示すことから， WTl レベルにより MDS 患者の病期診断や予後，特に白血化を推
定することが可能であると考えられた。さらに同一の病期の症例において WTl 発現レベルに差を有することは，形
態学的分類だけでは MDS の本質を捉えきれておらず，今後は MDS の診断に WTl を含む各種遺伝子の発現パター
ンによる遺伝子診断が加味される必要性が示唆された。
WTl 発現レベルの定量は治療後の MDS 患者個々人の MRD の検出を可能とし，治療効果判定や治療戦略の決定
に有用な情報をもたらしてくれることが示唆された。これまで MDS の MRD を検出する方法として FACS や m
situ hybridization を用いた方法が報告されているが， WT 1 の発現レベルを用いれば，患者固有の特殊なマーカー
に頼ることなく，容易に高感度に MDS の MRD を検出できると思われた。
論文審査の結果の要旨
本論文は， ウイルムス腫虜遺伝子 WTl の発現レベルが，白血病患者の微小残存腫虜を検出できる白血病のマーカー
として有用であるだけでなく，高率に白血病化をきたす予後不良の骨髄異形成症候群 (MDS : Myelodysplastic synｭ
dromes) 患者の病期診断や白血病化の予知も可能とした初めての論文である。これまで MDS の異常細胞を正確に
検出する手段が存在していなかったが， WTl の発現レベルを定量することにより， MDS の白血病化が近付くにつ
れ， WT 1 発現レベルが上昇したり，治療後の MDS患者個人の微小残存腫虜を反映していることが明らかとなり，
骨髄異形成症候群 MDS 患者個人の異常細胞を的確に検出することが可能となり，患者の腫蕩量に応じた個別化した
治療が初めて可能となった点においても非常に意義深い論文であり，学位の授与に値すると考えられるO
